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Scanning-mikroskopisches Verfahren mit hoher axialer Aufidsung

Die vorlieg nde Erfindung betrifft ein Verfahren zur optischen Erfassung
mindestens einer Entitat auf einem, bevorzugt auf einem Tréger befindii-
chen, Substrat. Femer werden Anwendungsfelder des erfindungsgema-
Ben Verfahrens sowie eine Vorrichtung zur Durchfihrung desselben be-
schrnieben.

Es ist bekannt, dal konfokale oder fir Mehrphotonenanregung ausge-
legte Anordnungen wegen lhrer hohen axialen Ortsaufidsung geeignet
sind, um Hintergrundsignale zu reduzieren, welche auBerhalb der Foka-
lebene entstehen. Bei der Erfassung insbesondere groffidchiger Struktu-
ren ergibt sich somit das Problem, dall im Rahmen des Scanvorgangs
darauf geachtet werden muB, dafl die Fokalebene sich zu jeder Zelt an
einer gewilinschten Position innerhalb des zu untersuchenden Objeoktes
befindel. So kann es vorkommen, dafl z.B. Unebenhelten eines Proben-
trégers, auf dem das zu untersuchende Objekt angeordnet ist, dazu foh-
ren, daB sich das konfokale Mefivolumen nicht in der gewlnschten Ebene
im Objekt befindet, sondern womdglich an das Objekt angrenzende
Strukturen, wie z.B. Teile des Probentrégers, erfaBt. Dles wirkt sich
nachteillg auf die durchzufdhrende Objekterfassung und -
charakterisisrung aus.

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren bereltzu-
stellen, weliches eine zuverldissige Erfassung fiichiger Strukturen oder
dreidimensionaler Strukturen, weiche auf einem flichigen Triger ange-
ordnet sind, in einem Mikroskop mit hoher axialer Aufi8sung, Insbesonde-
re einem konfokaten Mikroskop, erlaubt. Femer soll eine Vorrichtung zur
DurchfGhrung des Verfahrens bereitgestelit werden.

Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren mit den Merkmalen des An-
spruchs 1 sowie eine Vorrichtung mitd n Merkmal n des Anspruchs 18.
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Die Erfindung stellt ein Verfahren zur optisch n Erfassung mindest ns
einer Entitat auf und/oder in einem, bevorzugt auf inem Trager befindli-
chen, Substrat b reit, wobei mittels einer konfokalen Mikroskopoptik oder
einer for die Mehrphotonenanregung ausgslegten Optik, die mindestens
eine Strahlungsquelle aufweist, mindestens ein reprasentativer Bereich
des Substrates mit einem MeRvolumen gescannt wird unter Erhalt von
MeRwerten zur Bestimmung optischer Parameter, wobei die Meflwerte zur
Charaklerisierung der mindestens einen Entitat mittels Signaiverarbeitung
bearbeitet werden. Hierbei behalt die mindestens eine Entitat for die Dau-
or der Aufnahme der Mefiwerte ihre Position hinsichtlich des Substrates
und/oder des Tragers im wesentiichen bei. '

Es ist bevorzugt, dal das Substrat einen Brechungsindex aufweist, der
verschieden ist von mindestens einer an das Substrat angrenzenden
Komponente. Bei der angrenzenden Komponente kann es sich bei-
spielsweise um einen Trager handeln, auf dem das Substrat angeordnet
ist. Das Substrat kann jedoch auch unmittelbar an eine immersionsfils-
sigkeit, Luft oder eine das Substrat abdeckende Komponents, wie z. B.
ein Deckglas, angrenzen.

ErfindungsgemaB wird nunmehr wahrend des Scanvorganges ein Hilfsfo-
kus erzeugt wird, der zumindest teilweise auf der Grenzfidche zwischen
Substrat und angrenzender Komponente oder einer anderen geeigneten
Grenzfiache liegt. Die Funktion des Hilfsfokus besteht darin, eine Ab-
standsermittiung zwischen der Grenzflache und der den Hilfsfokus erzeu-
genden Optik zu ermoglichen. Mittels mindestens eines Detekiors, der
bevorzugt konfokatl angeordnet ist, wird die Intensitat des von der Grenz-
fiache rickrefiektierten Lichtes erfalit. Diese weist einen Maximaiwert auf,
sofern der Hilfsfokus in Richtung der optischen Achse auf der Grenzfidche
positioniert ist. Die Intensitat des Rickrefiexes falit ab, wann der Hitfsfokus
auf der optischen Achse in Richtung des Substrates bzw. der an das Sub-
strat angrenz nden Kompon nte bewegt wird.
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Um die gewlinschte Positionierung des Hilfsfokus, und somit mittelbar
auch des Meflvolumens, wahrend des Scanvorganges zu enmdglichen, ist
es winschenswernt, festzustellen, ob eine abweichend Positionierung des
Hitfsfokus von der Grenzflache in Richtung des Substrates oder aber in
Richtung der an das Substrat angrenzenden Komponente stattgefunden
hat. Erfindungsgemaf werden zwei Losungen vorgeschiagen.

3

In einer ersten bevorzugten AusfUhrungsform wird die Position des
Hilfsfokus relativ zur Grenzfiache im wesentlichen entlang der optischen
Achse variiert und die intensitit des Rockreflexes in Abhangigkeit von der
Bewegung registriert (sishe Figuren 1, 2, 3 und 6), Hierbei kann bei-
spielsweise die fokussierende Optik entlang der optischen Achse auf- und
abbewegt werden. Es ist jedoch auch mdglich, das Substrat, welches sich
beispielswsise auf einem in z-Richtung unmittelbar oder mittelbar positio-
nierbaren Trager befindet, entsprechend zu bewegen. Es ist fermner mdg-
tich, die Divergenz des Strahlenbundels zu variieren, das zur Erzeugung
des Hilfsfokus dient. Die Bewegung kann bevorzugt periodisch durchge-
fohrt werden. Die Amplitude der Bewegung ist bevorzugt so zu wﬁlﬂen.
dafl eine gleichzeitige Aufnahme von Melwerten aus dem MefRvolumen
nicht gestdrt wird. In der Regel wird daher die Amplitude der Bewegung
der GréBenordnung der axialen Ausdehnung des MeRvolumens entspre-
chen.

Die vom Detektor erfalite Intensitit wird sich jeweils dann erh6hen, wenn
der Abstand zwischen reflektierender Grenzfldche und Hilfsfokus sich ver-
ringert. Umgekehrt wird sich die Intensitat emiedrigen, wenn durch die
Bewegung der genannte Abstand vergrofert wird. Aus der Bewegungs-
richtung, die zu einer Erh6hung bzw. Emiedrigung der detektierten Inten-
sitat fahrt, kann somit ermittelt waerden, in welcher Richtung die Position
des Hilfsfokus von dar Lage der Grenzfidche abweicht.

in einer zweit n b vorzugt n Ausfiihrungsform wird die Intensitit des
Rickreflex s mitt Is mindestens zweier entlang d r optisch n Achse an-
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geordneter Detektoren etfafit. Dazu wird das von der Grenzfladch r fiek-
tierte Licht des Hilfsfokus beispielsweise Gber teildurchléissige Spiegel auf
di Detektoren aufgeteilt. Die Det ktoren w rden bevorzugt in unter-
schiedlicher Entfemung von der fokussierenden Optik angeordnet, so daf
. abhaingig von der Lage des Hilfsfokus relativ zur reflektierenden Grenz-
fiache - unterschiedliche Anteile der reflektierien Intensitat von den De-
tektoren erfalit werden. Aus der Verteilung der von den Detekioren er-
faliten Intensitéten kann somit ermittelt werden, in welcher Richtung die
Position des Hilfsfokus von der Lage der Grenzflache abweicht. Dies wird
exemplarisch in Fig. 4 dargestelit.

Eine etwaig emmittelte Abweichung des Hilfsfokus von der gewlnschten
Position 148t sich durch eine entsprechende Nachfihrung, die gaf. der
oben beschriebenen Bewegung Uberlagert wird, korvigieren. Es ist bevor-
zugt, den Hilfsfokus so nachzufahren, daf dieser sich Aim wesentlichen auf
der Grenzfiiche befindet.

Um einen mdglichst geringen apparativen Aufwand zu betreiben, ist es
winschenswert, den Hilfsfokus mittels derselben konfokalen Mikroskop-
optik zu erzeugen, die auch zur Erzeugung des Mellvolumens dient. In
einer derartigen AusfOhrung der Erfindung kinnen beisplelswelse toll-
durchidssige Spiegel eingesetzt werden, um die Strahlen, die Mefivolu-
men bzw. Hilfsfokus erzeugen, vor dem Objektiv zusammenzuflhren, 8o-
wie die aus dem Mefvolumen bzw. Hilfsfokus detektierte Strahlung wieder
zu separieren. Mochte man beispielswelse Mefvoiumen und Hilfsfokus
zueinander beabstandet im wesentlichen entlang der optischen Achse der
konfokalen Mikroskopoptik anordnen, so ist es zweckmifig, der konfoka-
ten Mikl_'oskopoptik auf der der Probe abgewandten Seite geeignete opt-
sche Elemente (z. B. Linsen, konvexe oder konkave Spiegel) mit dem Ziel
vorzuschalten, zwei Strahlenbtindel unterschiedlicher Divergenz bzw.
Konvergenz zu erzeugen, die sodann von der konfokalen Mikroskopoptik
zum Mefivolumen einers its und Hilfsfokus and rers its fokussi rt wer-
d n.ln in rw iteren Ausfihrungsform sind M Gvolumen und Hilfsfokus
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deckungsgleich, so dall auf die genannten vorgeschaltet n optischen
Elemente verzicht t werden kann.

Andererseits kann eine Anordnung gewahit werden, in der Mellvolumen
und Hilfsfokus Ober separate Optiken erzeugt werden. In diesem Fall wer-
den die beiden Optiken vorteilhaft mechanisch so verbunden, dal eine
Nachfuhrung des Hilfsfokus eine entsprechende NachfOhrung des MeR-
volumens bewirkt. Auch in dieser Ausfihrung kbénnen Meflvoiumen und
Hilfsfokus entweder ganz oder teilweise Gberappend, oder aber raumlich
getrennt angeordnet sein. Die Positionierung von Hilfsfokus und Meflvo-
lumen zueinander kann in diesem Fall durch die Positionen der beiden
genannten Optiken zusinander vorgegeben werden.

Es kann bevorzugt sein, den Anregungsstrahlengang sowohl fGr das
Meflvolumen als auch fir den Hitfsfokus mit ein- und derselben Strah-
lungsquelle zu erzeugen, die optional in der Lage ist, Strahlung unter-
schiedlicher Wellenléingen zu emittieren. Andererseits kann es, insbeson-
dere bei rtiumlicher Trennung von Melvolumen und Hilfsfokus, bevorzugt
sen, zwei getrennte Strahlungsquellen zu verwenden. Bei den Strah-
lungsqusellen kann es sich beispielhaft um Laser, lichtemittierende Dioden,
Gloh- oder Gasentladungslampen handein.

In einer weiteren Ausgestaltung des erfindungsgeméaien Verfahrens ist es
besonders vorteithaft, zur Erzeugung des Mefivolumens und/oder des
Hilfsfokus ein Objektiv mit einer hohen numerischen Apertur, bevorzugt
groBer 0.9, und/oder einem klelnen Arbeitsabstand zu wahlen. Die Wahl
eines geringen Arbeitsabstandes, insbasondere kleiner/gleich .einem Mil-
limeter, wirkt sich besonders glnstig bei Fluoreszenzmessungen im Mef-
volumen aus. Im Emissionsstrahlengang auftretende Absorption des Fluo-
reszenzlichtes verringert die Zahirate pro Molekdl. Dieser Effekt geht im
Gegensatz zu den Erwartungen offenbar linear bzw. stérker als linear in
das Signal-Rausch-Verhsltnis ein, so dal} sich ein geringer Arb itsab-
stand als vorteilhaft erweist.
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eigentliche Struktur d r Entitit nicht bekannt ist. Die Entitat n kdnnen vor;r'
zugsweis detekti rbare Marker, wi z.B. Fluor szenzfarbstoffe, aufwei-

sen. Diese Variante birgt den Vortsil, daB die nachfoigend zuzusetzenden

Reaktionspartner nicht zwangsidufig detektierbare Marker aufweisen

missen. Die Substrate befinden sich vorzugsweise auf einem Trager, z.B.

Mikrotiterplatten mit einer Vielzaht von Ausnehmungen oder einer folien-

artigen Struktur. Es werden nunmehr Reaktionspartner zugesetzt, deren

wechselwirkungen mit den Entitaten untersucht werden soll. Diese Reak-

tionspartner kénnen in einer Ausgestaltung ebenfalls detektierbare Marker

aufweisen. Das Subsirat wird sodann abgescannt mit beispielsweise dem

Ziel, potentielle Binder der Reaktionspartner unter den Entitaten zu finden

und/oder eine chemische Reaktion auszulisen. Die Bindung zwischen A
Reaktionspartner und Entitat kann mit den oben naher beschrieabenen op-

tischen Parametemn charakterisiert werden. Mit gewinschten Eigenschaf-

ten ausgestattete Komplexe zwischen Reaktionspartner und Entitat kon-

nen von den lUbrigen Entitaten bzw. Substraten.separlert werden, um sle

einer weiteren Analyse und/oder Behandlung zu unterziehen. Das be-

schriebene Verfahren wird vorzugsweise in der Wirkstoffsuche angewen-

det.

in einer weiteren Variante ist zwischen dem Substrat und den einen de-
tektierbaren Marker aufweisenden Entititen eine spaltbare Linkerstruktur
angeordnet. So kdnnen z.B. in einem Proze®t der chemischen Synthese
auf Substraten, wie polymeren Beads, spaltbare Linkerstrukturen ange-
ordnet sein, die mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt werden, an denen
sodann die zu untersuchenden Entitaten bevorzugt in einem kombinatori-
schen Verfahren synthetisiert werden. Diese Variante birgt den Vorted,
daf nach Selektion von Beads, welche mit gewlinschten Eigenschaften
ausgestattete Komplexe zwischen Reaktionspartner und Entitat tragen,
eine Abspaltung der farbstoffmarkierten Entitét erfoigen kann und diese
sodann in einem sogenannten Idslichen Assay naher analysiert werden
kann. Auch diese Variante eignet sich besond rs ind r Wirkstoffsuche.




:21-12-98 ¢
DUl AL LI YU

11

In einer weit ren Ausgestaltung werd n Substrat mit Entitaten bekannter
Struktur v rwendet, wob i alle Substrate die gleich n Entitdt n aufweis n.
Bevorzugt w rden auch hier die Substrat auf die Ausnehmungen von
Mikro- oder Nanotiterplatten vertelit. Sodann wird in jede der Ausnehmun-
gen eine Lésung von Reaktionspartnem, von denen bekannt ist, daf sie
mit den Entitdten wechselwirken, zugesetzt. Zudem werden die Ausneh-
mungen mit Losungen unterschiedlicher potentlelier Wirkstoffe veréetzt.
um festzustellen, ob diese geeignet sind, die Wechselwirkung zwischen
Entitat und Reaktionspartiner zu beeinflussen.

Die in den vorstehenden Absatzen n&her beschriebenen Ausgestaitungen
kédnnen auch mit biologischen Substraten, wie z.B. Viren, Phagen, Bakte-
rien, Piize oder eukaryotischen Zellen, ausgef(hrt werden. So kdnnen z.B.
natirich vorkammende oder gekionte EntitAter bevorzugt an Oberfisichen
der genannten biologischen Substrate untersucht werden mit dem Vorteil,
daB hier eine Kopplung zwischen dem als winschenswert identifizierten
Phiinotyp mit seinem zugehtirigen Genotyp vorliegt. Eine derartige Vor-
gehensweise ist unter den einschiggigen Begriffen des Phage-Displays
oder zellulren Displays bekannt. '

In einer weiteren Applikation kann das erfindungsgemaie Verfahren auch
in zelluidren Reporterassays hilfreich sein. Die Genauigkeit des Scanver-
fahrens erlaubt die Beobachtung der Aufnahme und/oder intrazeiluliren
Translokation von Substanzen mit einer Oberraschend hohen Ortsaufid-
sung sowie Quantifizierungsgenauigkeit.

in vorteilhafter Weise ermdglicht das erfindungsgemafe Verfahren auch
die Untersuchung von Signaitransduktionswegen. Es zeichnet sich insbe-
sondere auch dadurch aus, daf? mit Priméirzellen gearbeitet werden kann
und somit auf eine Uberexprimierung der 2zu untersuchenden Entititen,
wie 2.B. Rezeptoren, verzichtet werden kann.

221 134297 +49 89 239944
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Das Verfahren kann zudem im sog. differenti | n Display angewendet
werden, in d m beispielsw ise Zellen erkrankter Personen mit den n ge-
sunder Personen verglichen w rden. Weitere Vergl ichsmoglichkeiten
beinhalten: behandelte / unbehandeite Zellen, Wildtyp / Mutante, etc.

Weitere Applikationen betreffen die Untersuchung molekularer Interaktio-

nen. wie z2.B. Protein-Protein-Wechselwirkungen und Protein-Nuklein-
saure-Wechseiwirkungen. Insbesondere kbnnen auch Wachselwirkungen

zwischen Proteinen oder Peptiden unbekannter Natur bzw. Funktion mit

Liganden potentieller physiologischer Signifikanz, deren Struktur jedoch

oftmals noch nicht aufgekiart ist, untersucht werden. Hierbei wird vor-

zugsweise mindestens ein Partner mit einer partikuléiren Struktur che- ‘
misch oder adsorptiv verkoppelt sein.

Es kann auch bevorzugt sein, das erfindungsgemaRe Verfahren im Rah-
men der Gelelektrophorese einzusetzen. In Kombination mit einem Sepa-
rations- bzw. |solierungsvorgang kénnen bestimmte Entitaten auf dem als
Substrat dienenden Gel direkt einer weiteren Analyse oder auch Verviel-
faltigung (PCR, etc.) zugefdhrt werden.

Das Verfahren kann auch eingesetzt werden, um seiten vorkommendse

Zelitypen zu detektieren und bevorzugt zu isolieren, wie dies z.B. in der
Pranataidiagnostik. in der Onkologie oder aligemein der Pathologie der |
Fall ist.

Nachfolgend werden bevorzugte Ausfihrungsformen des erfindungsge-
malen Verfahrans dargestsilit,

Figur 1 beschreibt schematisch eine konfokale Mikroskopanordnung mit
einer Strahlungsquelle und zwei Detektoren, von denen einer Signaie aus
dem Hilfsf kus und der andere Signale aus dem Meflvolumen detektiert.




ENCHEN 03 521-.‘ =98 9 221 134Qi +19 89 23
v 1! .ue JERVI LY ¥, YV IEURRYETIA 0.

Figur 2 zeigt schematisch eine weit re erfindungsgemat Ausgestaltung
einer konfokal n Mikroskopanordnung, in d r Meflvolumen und Hilfsfokus

13

entlang d r optischen Achse getrennt voneinander angeordnet sind, Die
Anordnung weist eine zusiitzliche Strahlungsquelle zur Erzeugung des
Hilfsfokus auf.

Figur 3 zeigt eine Variante, in der getrennte Optiken zur Erzeugung von
Hilfsfokus und MeBvolumen eingesetzt werden. Es wird exemplarisch ge-
Zeigt, dad Hilfsfokus und MeRvolumen sowohl in axialer wie auch lateraler
Richtung getrennt voneinander angeordnet sein kdnnen.

Figur 4 beschreibt eine weitere erfindungsgemafe AusfUhrung, in der
Hilfsfokus und Meflvolumen wiederum durch dieseibe Optik erzeugt wer-
den. In dieser Variante werden zwei Detektoren fuUr das aus dem Hilfsfo-
kus reflektierte Licht eingesetzt, die entlang der optischen Achse zueinan-
der versetzt sind, um die Richtung von Abweichungen der Position des

Hifsfokus zu erkennan.

Figur 5 beschreibt eine Ausfihrungsform, wobei als Grenzfitche der
Obergang eines Substrates zur angrenzenden Luftschicht dient.

Figur 6 zeigt eine Ausgestaltung mit elnem faseroptischen Koppler.

Figur 7 a und b zeigen das Ergebnis des in AusfOhrungsbeispiel 2 darge-
steliten Experimentes.

In Figur 1 ist zunéichst eine konfokale Anordnung dargestelit: Die Strah-
lung aus einer Strahlungsquelle 10 wird durch eine Optik 33 kollimiert und
durch ein Objektiv 32 auf das zu untersuchende Substrat 60 fokussiert. In
der beispielhaft dargesteliten Anordnung liegt das MeRvolumen 70 auf der
Grenzfische 62 zwischen Substrat 60 und Tréig r 61. Aus d m MeRvolu-
m n 70 austretende Streu- oder Fluoresz nzstrahlung wird wi derum
durch das Objektiv 32 gebOndelt und Gber d n Strahit iler 40, der 2. B. als
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teildurchigssiger oder wellenidngenabhingiger Spiegel ausgefdhrt sein
kann, ganz od r teiiweise reflektiert. Die reflektiorte Strahlung wird durch
eine Optik 30 auf eine Blende 50 fokussiert, die zum Meftvolumen 70
konfokal angeordnet ist. Die durch die Biende hindurchtretende Strahlung
falit auf den Detektor 20, der zur Aufnahme des Melisignals dient. Es
kann auch auf die Blende 50 verzichtet werden, insbesondere bei Ver-

FUIH

wendung der Mehrphotonenanregung.

Der Hilfsfokus 71, der zur Vermessung der Lage der Grenzflache 62 dient,
ist im dargesteliten Fall identisch mit dem MeBvolumen 70. Ober einen
weiteren Strahiteiler 41, eine Optik 31 und eine ebenfalls konfokal ange-
ordnete Blende 51 wird ein Teil der an der Grenzfidche 62 refiektierten
Strahiung auf den Detektor 21 gelenkt. Dieser Detektor dient somit zur
Aufnahme der aus dem Hilfsfokus 71 reﬂektierle'n Strahiung. Es sei an-
gemerkt, dal jedoch auch auf die Blende 51 verzichtet werden kann. Es
ist jodoch vorteithaft, auch far den Strahlengang zum Dstektor 21 eine
konfokal angeordnete Blende vorzusehen, da diese die Empfindlichkeit
der Bestimmung der Lage der Grenzfliiche erhdht. In der in der voriegen-
den Figur dargesteliten Ausfihrungsform wird beispielsweise die fokussie-
rende Ophk 32 entiang der optischen Achse auf- und abbewegt werden,
um somit die aktuslie Position des Hilfsfokus 71 relativ zur Grenzflache 82
bestimmen und ggf. nachregein zu kdnnen.

Figur 2 zeigt eine Variante der konfokalen Anordnung, in der Meflvolumen
70 und Hilfsfokus 71 entiang der optischen Achse getrennt voneinander
angeordnet sind. Die in Figur 1 gezeigte, konventionelle konfokale Strah-
lungs- und Detektionseinheit aus Strahlungsquelle 10, Detektor 20 und
den zugehdrigen optischen Elementen ist hier der Ubersicht halber nicht
mehr dargesteiit. Zusatzlich zu den in Figur 1 gezeigten Elementsn wird
hier eine separate Strahlungsquelle 11 zur Erzeugung des Hiifsfokus 71
verwendet. Durch die Optik 31 wird das vom Strahlteiler 42 reflektierte
Licht dieser Strahlungsquelle im gezeigten Beispiel zu einem konvergen-
ten Strahlenbindel kollimiert, so da d r vom Objektiv 32 erzeugte




Nz 1-12-98 : 221 1-‘)4—25 +49 89 2399
. “ TV L LN N AT v,

Hilfsfokus 71 in inem gering ren Abstand vom Obj ktlv 32 liegt als das
Mellvolumen 70, das durch Fokusslerung ines parallelen Strahlenbin-
dels durch das Objektiv 32 entsteht. Der Hilfsfokus 71 ist wi d rum euf
der Grenzfldche 62 zwischen Substrat 60 und Triger 61 angeordnet; die
an der Grenzfiiche 62 reflektierte Strahiung wird Ober das Objektiv 32 und
die Optik 31 auf die konfokal angeordnete Blende 51 fokussiert und vom
Detektor 21 erfallt. Durch gaeeignete Wahi der Kollimationsoptik 31 kann in
dieser AusfOhrung der Hilfsfokus 71 in einer wahibaren Distanz vom MeRB-
volumen 70 angeordnet werden. Es ist bevorzugt, den Hilfsfokus 71 auf
der Grenzfldche 62 zu positionieren und das MelRvolumen 70 in einem
gewlnschten Abstand vom Hitfsfokue 71 innerhalb des Substrates 60 zu
erzeugen. in einer weiteren Ausfihrungsform wird der Hilfsfokus 71 aus
einem vor dem Objektiv 32 divergenten Strahlenblindel erzeugt, so daR
der Hilfsfokus 71 in einer grderen Entfemung vom Objektiv 32 ais das
Mefvolumen 70 angeordnet ist, Auch hier kann wiederum auf die Blende
51 verzichtet werden. Der in Figur 1 beechriesbene Suchmechanismus
kann auch hier vortailhafterweise angewendet werden.

18

Figur 3 stelit eine weitere erfindungsgeméile Ausgestaltung dar, in der ein
separates Objektiv 34 zur Erzeugung des Hilfsfokus 71 eingesetzt wird.
Das MeBvolumen 70 wird wiederum (ber das Objektiv 32 erzeugt und
abgebildet; die dem Objektiv 32 nachgeordneten Komponentan der kon-
ventionellen konfokalen Anordnung sind wiederum nicht dargestelit. Zur
Erzeugung des Hilfsfokus 71 wird eine separste Strahlungsquelle 11 ver-
wendet, deren Strahlung dber eine Optik 35 kollimiert und durch das Ob-
jektiv 34 auf die Grenzfliche 62 zwischen Substrat 60 und Trager 61 fo-
kussiert wird. Aus dem Hilfsfokus 71 reflektierts Strahlung wird wiederum
durch das Objektiv 34 geblndelt und {iber den Strahiteller 42 ganz oder
teilweise reflaktiert. Die reflektiorte Strahlung wird durch eine Optik 31 auf
eine 2um Hilfsfokus 71 konfokale Blende 51 fokussiert, die durch die
Blende 51 hindurchtretande Strahlung fdlit auf den Detektor 21. In der
beispielhaft dargesteliten Anordnung sind Hilfsfokus 71 und MeBvolumen
70 sowohl in axialer wie auch lateraler Richtung getrennt v neinander an-
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geordnet. Auch hier kann wiederum auf die Bl nde 51 verzichtet werden.
Der in Figur 1 beschriebene Suchmechanismus kann auch hier vorteii-
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hafterweise angewendet w rden.

Figur 4 zeigt eine Varante der in Figur 1 dargesteliten Ausfiihrung der
" Erfindung, In der zwei Detektoren 214, 22 for das aus dem Hilfsfokus 71
reflektierte Licht eingesetzt werden. Entsprechende Anordnungen von
zwei oder mehr Detektoren konnen auch in den Ausfohrungen gemaf
Figur 2 oder 3 verwendet werden. Die konventionelle Anordnung zur Be-
strahlung und Beobachtung des MeBvolumens 70 ist wiederum nicht dar-
gestelit. Meflvolumen 70 und Hitfsfokus 71 sind in der beispieihaft ge-
zeigten Anordnung deckungsgleich; die das Mellvolumen 70 erzeugende
Strahlungsquelle dient gleichzeitig zur Erzeugung des Hilfsfokus 71.

Der Hilfsfokus 71 liegt wiederum auf der Grenzfidche 62 zwischen Sudb-
strat 60 und Triiger 61. Die an der Grenzfiche 62 reflektierts Strahlung
wird durch das Objektiv 32 und den Strahiteller 41 ganz oder teliweise In
Richtung der Detektoren 21, 22 gelenkt. Die Strahlung wird mittele eines
welteren Strahitellers 43 auf die Detekioren 21, 22 aufgetsiit. Beiden De-
tektoren sind fokussierende Optiken 31, 33 sowle Blenden 51, 52 vorge-
ordnet. Die Blenden 51 und 52 sind dabei vor bzw. hinter der jowelligen
konfokaten Position angeordnet, wenn der Hitfsfokus 71 auf der Grenzfia-
che 62 liegt. Veriindert sich nunmehr die relative Lage von Hilfsfokus 71
und Grenzfitiche 62 zueinander, s0 werden die Detektoren 21, 22 eine
veranderte intensititsverteilung des Rackreflexes erfagsen. Abhiingig von
der Richtung der Lageanderung des Hilfsfokus 71, der in Richtung des
Substrates 60 oder des Trigers 61 verschoben sein kann, wird entweder
auf dem Detektor 21 oder dem Detektor 22 eine erhohte bzw. emiedrigte
intensitat der aus dem Hilfsfokus 71 stammenden Strahlung auftreffen.
Dementsprechend kann auf die in den Figuren 1 bis 3 beschriebene
Suchbewegung verzichtet werden.
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Figur 5 zeigt eine weitere Variante der in Figur 1 dargesteliten AusfGhrung
der Erfindung. Die konvention lle Anordnung zur Bestrahlung und Beob-
achtung des Mefvolumens 70 ist wied rum nicht dargestelit. MeRvolumen

70 und Hilfsfokus 71 sind in der beispielhaft gezeigten Anordnung dek-
kungsgleich; die das Meflvolumen 70 erzeugende Strahlungsquelle dient
gleichzeitig zur Erzeugung des Hilfsfokus 71. Als Grenzflache 62 dient

nunmehr der Ubergang zwischen Substrat 60 und angrenzender Luft 63.
Es wird eine winkelabhiingige Refiexion, insbesondere Totalreflexion, an
der Grenzfldche 62 mittels eines ortsaufidsenden Detektors 21 detekliert.
Abhangig von der Lage des Hilfsfokus 71 relativ zur Grenzfidche 62 #n-
dert sich die rdumliche Verteilung der aus dem Hiifsfokus 71 2urlckge-
streuten Strahlung auf dem Detektor 21, der beispielsweise als CCD-
Kamera ausgebildet sein kann.

Figur 6 zeigt eine weitere Ausgestaltung des optischen Aufbaus zur
Durchfuhrung des erfindungsgemaRen Verfahrens in Anlehnung an Figur
2. Die konventionelle Anordnung zur Bestrahlung und Beobachtung des
Mevolumens 70 ist wiederum nicht dargesteiit. Als Strahlungsquelle 11
zur Erzeugung des Hilfsfokus 71 wird bevorzugt ein Halbleiterlaser einge-
setzt, dessen Ausgangsstrahlung in eine optische Faser 81 eingekoppelt
wird. Der faseroptische Koppler 42 entspricht dem ,klassischen® Strahl-

(] teiler in Figur 2. Die Strahlung aus dem Hilfsfokus 71 wird in dieser Aus-
fohrung in den Kern einer optischen Faser 80 eingekoppelt, der die in Fi-
gur 2 dargestelite Lochblende 51 in ihrer Funktion ersetzt. Nach Passieren
des faseroptischen Kopplers 42 wird die Strahiung mittels optischer Faser
82 auf einen Detektor 21 geleitet.

Figur 7 a zeigt Theophyllin-Beads, die mit den in Ausfohrungsbeispiel 2
genannten Antikorpern versetzt wurden. Die hohe Aufidsung zeigt, dal}
die lokal erhbhte Konzentration fluoreszenter Antikérper am Bead sich
deutlich vom Hintergrundsignal der in Ldsung befindlichen fluoreszenten
Antikdrper unt rscheidet. Figur 7 b zeigt die Negativkontrolle ochne Zusatz
d s ersten Antikorpers, so dafd der zw ite flu reszenzmarki rte Antikdrper




i21-12-98

Uil L Ll Y o

221 134297-

ENCHEN 03
o FEE N ¥)

18

sich nicht an das Bead anlagert und im Bild die charakteristische Ring-
struktur erzeugt.

Nachfolgend wird in Ausfiihrungsbeispiel 1 eine spezifische Ausgestaltung
des erfindungsgemafien Verfahrens sowie in Ausfdhrungsbeispiel 2 eine
konkrete biologische Anwendung detailliert dargestelit.

Ausfohrungsbeispiel 1

Das vorliegende Ausfiihrungsbeispiel entspricht im wesentlichen dem in
Figur 6 dargesteliten Aufbau. Als Strahlungsquelle zur Erzeugung des
Hilfsfokus 71 wird ein Halbieiterdaser 11 mit einer Leistung von 3 mW und
einer Welleniadnge von 780 nm eingesetzt. Die Ausgangsstrahlung des
Lasers 11 wird Uber eine Monomode-Glasfaser 81 zu elnem faseropti-
schen Y-Koppler 42 gefuhrt. Eine weitere Monomode-Glasfaser 80 am
Ausgang des Kopplers 42 dient sowohl zur Zufuhrung der Strahlung fOr
den Hilfsfokus 7 1. als auch zur konfokalen Detektion des an der Grenzfia-
che 62 refloktierten Lichtes.

Zur Kollimierung der zugefOhrien bzw. detektierten Strahlung dient ein
Achromat 31 mit einer Brennweite von 40 mm. Durch Anderung des Ab-
standes zwischen dem freien Ende der Faser 80 und dem Achromaten. 31
kann die Konvergenz des zum Objektiv 32 geftthrten Strahienblndsis,
und demit die Lage des Hilfsfokus 71 relativ zum Mefivolumen 70, variiert
werden. In der hier beschriebenen Ausflhrung ist durch eine Verschie-
bung des Achromaten 31 Gber insgesamt 5 mm die Distanz zwischen
MeRvolumen 70 und Hilfsfokus 71 zwischen 0 pm und 100 pym einstellbar.

Das hier aingesetzte Objektiv 32 ist ein Standard-Mikroskopobjektiv mit
40-facher VergrdBerung und einer Numerischen Apertur von 1,2. Es ist
auf einem piezoelektrischen Translator montiert, der eine Verschiebung
des Objektivs entlang der optischen Achse Gber ein Stracke v n 100 ym
ermaglicht. Die Grenzfrequ nz fur diese Bewegung liagt, bedingt durch
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die Antriebskraft des Translators sowie die Masse des eingesetzten Ob-
joktivs, bei etwa 400 Hz.

03
io:l

Als Grenzflache 62 wird in dieser beisplelhaften Ausfohrung der Ubergang
von einem glasemen Trdger 61 (Brechungsindex n; =~ 1.52) zum Substrat
60, das in diesem Fall aus einer waldrigen Suspension von polymeren Ku-
gein (Brechungsindex n; « 1.33) besteht, verwendet. Die von der Grenz-
fidche 62 reflektiorte Strahlung wird Gber das Objektiv 32 und den Achro-
maten 31 wiederum auf die Faser 80 gelenkt, deren optischer Kem die
Funktion der in Figur 1 bis 4 dargesteliten Lochblende 51 Ubemimmt, also
eine konfokale Detektion gewahrieistet. Uber den Koppler 42 gelangen
50% der Strahlungsleistung auf den Detektor 21, der als Silizium-
Photodiode mit nachgeschaitetem Transimpedanzverstéirker (Verstirkung
10° V/A) ausgefithrt ist.

Das Ausgangssignal des Detektors 21 wird Ober éinen 14-Bit Analog-
Digital-Wandler einem digitalen Signalprozessor (DSP) zugefihrt. Dieser
DSP steuert Ober einen 14-Bit Digal-Analog-Wandler und elnen nachge-
schaiteten Hochspénnungsvarstﬂrker auch den plezoelektrischen Trans-
lator des Objektivs 32. Zur Steuerung der Nachfuhrung wird das Objektiv
mit einer typischen Frequenz von 200 Hz und einer Amplitude von 0.5 um
sinusfdrmig auf- und abbewegt. Uber eine zu dieser Suchbewegung syn-
chrone Demodulation der vom Detektor 21 aufgenommenen intensitat
bestimmt der DSP die Richtung einer eventuellen Abweichung zwischen
der Position der Grenzflache 62 und der (lber die sinusfdrmige Bewegung
2eitiich gemittelten) Position des Hilfsfokus 71. Eine ggf. festgestelite Ab-
weichung wird durch eine der Sinusbewegung Uberlagerte Nachfihrung
des Objektivs 32 ausgeglichen.

Ausfahrungsbeispiel 2

Im voriegenden Ausfuhrungsbeispiel werd n 1s Substrat sog. Tenta-
Gei™ - Beads d s Typs S PHB-Gly (RAPP Polymere) eingesetzt. Diese
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sind konjugiert mit Th ophyllinmolekllen (Aidrich) als Entitét n. Die Bela-
dung der Beads betragt 9%. 5 mg d r Beads w rden in 444 ul PBS-Puffer
suspendiert. Als Probentriger werd n Lab-Tek Chambered Coverglasses,
#1 Borosilicat, steril, 8-well (Nunc Naige Intemational, Lot,Nr. 148116-
0605) varwendet. Als arster Antikbrper wird ein poiykionaler Kaninchen
Anti-Theopyllin-Antikdrper (Europa Research, Lot.Nr. 80 17 15) verwen-
det. Als zweiter Antikbrper dient ein fluoreszenzmarkierter (TRITC, Tetra-
methyirhodamin-5-(und 6)-isothiocyanat) Anti-Kaninchen-igG-Antikbrper
(DAKO, Lot.Nr. 077(101)). Der Assaypuffer, nachfolgend TNT genannt,
setzt sich wie folgt zusammen: 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM NaCl.
0.01% Tween-20.

Der Assay wird wie folgt durchgefiihrt: 8 pt Beadsuspension werden mit
100 pi! einer 1:2000 Verdlnnung des ersten Antikérpers versetzt und fur
30 min. bei Raumtemperatur geschittelt. Es folgt ein zweimaliger Wasch-
schritt mit TNT-Puffer (0.01% Tween-20). 100 ul einer Verdunnung
1:5000 des zweiten Antikérpers werden zugesetzt und flr eine Stunde bei
Raumtemperatur gaschitteit. Sodann werden 200 TNT-Puffer zuge-
setzt.

Zur Erzeugung des Anregungsstrahlenganges hinsichtlich des Mefivolu-
mens 70 wird ein HeNe-Laser mit einer Emissionswellenlange von 543 nm
eingesetzt. Als fur das Fluoreszenzspektrum von TRITC gesigneter
Bandpalfiter wird detektionsseitig ein Bandpall mit einer mittleren
Durchla-Welleniénge von 580 nm und einer Halbwertsbreite von 30 nm
eingeseotzt.

Das Ergebnis des Ausfuhrungsbeispieles 2 ist in den Figuren 7 aund b
dargestelit, Die aufgenommenen MeRwerte werden zunéchst -einem Bild-
verarbeitungsschritt unterzogen, der dazu dient, die einzelnen Bsads 2u
identifizieren und zu lokalisieren. In der hier beschriebenen Ausfihrung
wird hierzu die Hough-Transformation verwendet. Im Anschiufs werden Zu
jedemn id ntifiziet n Bead di jenigen Melwerte ermittalt, die Punkte auf
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der Beadoberfiiche kennzeichnen. Hierzu ist es vort ilhaft, a-priori-
Informationen einzusetzen, wie etwa in diesem Fall die Erwartung, daf
die optischen Schnitte durch die Beadoberfldich annshemd kreisformige
Strukturen ergeben. Im vorliegenden Fall werden, jeweils enflang radial
vom Zentrum der identifizierten Beads ausgehender Suchbahnen. die
Melwerte maximaler iIntensitit emmnittelt. Altemativ kénnen in diesem
Schritt avs der Literatur bekannte Verfahren wie Kantenverstirkung
und/oder Schwellwertanalyse verwendet werden.

+49 221 134297~ +4-9 89 zquv‘r‘r;)a;m:a
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Patentanspriche

1. Verfahren zur optischen Erfassung mindestens einer Entitat auf
und/oder in sinem, bevorzugt auf sinem Trager (61) befindlichen, Substrat
(60), wobei mittels einer konfokalen Mikroskopoptik oder einer for die
Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik, die mindestens eine Strah-
lungsquelle (10) aufweist, mindestens ein reprasentativer Bereich des
Substrates (60) mit einem Mefivolumen (70) gescannt wird unter Erhalt
von Meflwerten zur Bestimmung optischer Parameter, wobei die MeB-
werte zur Charakterisierung der mindestens einen Entitat mittels Signal-
verarbeitung bearbeitet werden, und wobei die mindestens sine Entitat fur ‘
die Dauer der Aufnahme der Melwerte ihre Position hinsichtlich des Sub-
strates (60) und/oder des Tragers (61) baibehélt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Substrat (60) einen Bre-
chungsindex aufweist, der verschieden ist von mindestens einer an das
Substrat (60) angrenzenden Komponente, und wobei wahnend des Scan-

. vorganges ein Hilfsfokus (71) erzeugt wird, der zumindest teilweise auf
der Grenzfldche (62) zwischen Substrat (60) und angrenzender Kompo-
nente oder einer sonstigen geeigneten Grenzflache liegt.

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobel die angrenzende Komponente ein.
Trager (61), Luft (63) oder eine immersionsf(ssigkeit ist.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der Hilfsfokus (71)
mittels derselben konfokaten Mikroskopoptik erzeugt wird, die auch zur
Erzeugung des Meflvolumens (70) dient.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, wobsi Meflvolumen (70)
und Hilfsfokus (71} im wesentiichen entlang der optischen Achse der
konfokalen Mikroskopoptik angeordnet sind.

i
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6. Verfahren nach einem der Anspruch 1 bis 5, wobei Malvalumen (70)
und Hilfsfokus (71) einander ganz oder teilweise Gberiappen.

7. Verlahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei Mefivolumen (70)
und Hilfsfokus (71) von zwei unterschiedlichen Strahlungsquelien oder
von einer Strahtungsquelle (11) erzeugt werden.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei ein R{ickreflox aus
dem Hilfsfokus (71} von mindestens einem Detektor (21) erfaft wird und
zur Messung und/oder Nachfihrung des Abstandes zwischen der Grenz-
fidche (62) und der den Hilfsfokus erzeugenden Optik (32) genutzt wird.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei Riickrefloxe aus dem Hilfsfokus (71)
winkelabhdngig von einem ortsauflésendan Detektor (21), insbesondere
einer CCD-Kamera, erfalbt werden.

10. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8, wobei dle Position des
Hilfsfokus (71) relativ zur Grenzfiiche (62) im wesentlichen entlang der
optischen Achse bevorzugt periodisch variiert wird und die intensitat des
ROckreflexes in Abhingigkelt von der Bewegung registriert wird.

11. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8, wobei die Intensitat des
Ruckreflexes miftols mindestens 2weier entlang der optischen Achse an-
geordneter Detektoren (21, 22) erfalit wird, und der Abstand der Grenzfia-
che (62) von der den Hilfsfokus (71) srzeugenden Optik (32) aus der
Verteilung der von den Detektoren (21, 22) erfaflten Intensititen bestimmt
wird.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei als optische Pa-
rameter die Streulichtintensitidt undf/oder die Streulichtintensitit in Abhin-
gigkeit von der Polarisation und/oder die Fluoreszenzintensit4t bei minde-
stens einer Wellenlange und/oder die Fluoreszenzintensitt in Abhingig-
k it von der Polarisation und/oder di Fluoreszenzlebensdauer und/od r
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aufgenommen werden.

13. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12, wobei a-prion-
Informationen Uber die Verteilung und/oder Struktur der Entitaten
und/oder der Substrate (60) in der Signalverarbeitung genutzt werden.

14, Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13, wabel mineralische
oder organische Substrate (60), insbesondere polymere Geie, polymere
Partikel, vesikulare Strukturen, Zellen, Bakterien und Viren singesetzt

werden.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei als Entitaten
Molekite, Molekuikomplexe, Polymere, polymere Partikel, vesikulare
Strukturen, Zellen, Bakterien und Viren eingesetzt warden.

16. Verfahren nach einem der AnspriGche 1 bis 15, wobei anhand der op-
tischen Parameter ausgewéhite Entitaten und/oder Substrate (60) wah-
rend oder im Anschiuft an den Scanvorgang von den (brigen Entitaten
und/oder Substraten (60) getrennt werden.

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16 zur Anwendung in der
Wirkstoffsuche, der funktionalen Analyse kombinatorisch-chemischer oder
kombinatorisch-biologischer Syntheseprodukte, der funktionalen Geno-
manalyse, der evolutiven Biotechnologie, der Diagnostik, der Proteom-
Analyse oder der Materialuntersuchung.

18. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 1 mit

- mindestens einer konfokalen Mikroskopoptik oder einer fir die Mehr-
photonananregung ausgeiegten Optik, die mindestens eine Strah-
lungsquelle (10) sowie mindestens einen Detektor (20) zur Aufnahme
von MeRlwerten aus einem Meflvolumen (70) aufw ist,




- mindestens einer weiteren, bevorzugt konfokalen, Mikroskopoptik, di
mindestens eine Strahiungsquelle (11) sowle mindest ns einen De-
tektor (21) zur Aufnahme von Melwerten aus einem Hilfsfokus {(71)
aufwaist,

- mindestens einer Einrichtung zur Positionierung von Mevolumen (70)
und Hilfsfokus (71) relativ zu einem Substrat (60).

18. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch . gekennzeichnet, dafl die
Strahlungsqueilen (10) und (11) identisch sind.

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 und/oder 19, dadurch ge-
kennzeichnet, dafl zur Erzeugung von Meflvolumen (70) und Hilfsfokus
(71) dieselbe Mikroskopoptik verwendet wird.

21. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriche 18 bis 20 in
der Wirkstoffsuche, der funktionalen Analyse kombinatorisch-chemischer
oder kombinatorisch-biologischer Syntheseprodukte, der funktionalen Ge-
nomanalyse, der evolutiven Biotechnologie, der Diagnostik, der Proteom-
Analyse oder der Matarialuntersuchung.
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Zusammaenfassung

Die Erfindung betrifft in Verfahren zur optischen Erfassung mindestens
einer Entitist auf und/oder in einem, bevorzugt auf einem Trager befindli-
chen, Substrat, wobei mittels einer kanfokalen Mikroskopoptik oder einer
fur die Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik, die mindestens eine
Strahlungsquelle aufweist, mindestens ein reprisentativer Bereich des
Substrates mit einem MeRvolumen gescannt wird unter Erhalt von MeR-
werten zur Bestimmung optischer Parameter, wobei die Meflwerte zur
Charakterisierung der mindestens einen Entit4t mittels Signalverarbeitung
bearbeitet werden, und wobei die mindestens eine Entit4t fur die Dauer
der Aufnahme der Me3werte ihre ‘Position hinsichtlich des Substrates
und/oder des Tragers belbehalt. Des weiteren werden Verwendungsmig-
lichkeiten des Verfahrens sowie eine Vorrichtung zur Durchfahrung des
Verfahrens beschrieben.
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